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(54) Bezeichnung: BIFIDOGENE PEPTIDE 



(57) Abstract 

The invention relates to peptides which are obtainable by mixing cow milk 
or human milk with proteases followed by a two hour incubation; centrifugation 
in order to remove milk fat; acidification to a pH of 2.0 by strong acidulation; 
separating the precipitated proteins; applying at least one reverse phase high A 
pressure liquid chromatography (HPLC) step; applying a cationic exchanger HPLC 
step; collecting fractions; adjusting the frac tions to a salt content < 25 mM for 
executing an activity test by means of dialysis or reverse phase HPLC; cultivating 
bifidobacterium and e coli in the presence of the fractions and selection of fractions 
which satisfy condition BW/B0 - EW/E0>0, 15, wherein BW denotes the bacterial 
count which is obtained during a 16-hour incubation of bifidobacterium in 50 % 
elliker broth in the presence of peptides in a concentration of 200 /xg/mi, B0 denotes 
the bacterial count which is obtained during the agent-free control incubation, EW 

denotes the bacterial count which is obtained during 16 hour incubation of e coli in 3 g/1 tryptic soy broth in the presence of the peptides in 
a concentration of 200 /xg/ml, E0 denotes the bacterial count which is obtained during the agent-free control incubation; and isolating the 
available peptide in said fraction. In addition, the amidated, acetylized, sulphatized, phosphorylated, glycosylized, oxidized derivatives or 
fragments with bifidus stimulating characteristics and peptides are obtainable by combining the peptides, fragments or derivatives by means 
of chemical bonding. 
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(57) Zusammenfassung 

Peptide erhaltlich (lurch Versetzen von Kuhmilch oder Humanmilch mit Proteasen und anschlieBender Inkubation fuT zwei Stunden, 
Zentrifugation, urn Michfett zu entfemen, Ansauern auf einen pH von 2,0 durch starke Sauren, Abtrennung der ausgefallenen Proteine, 
Anwendung mindestens eines Reverse-Phase-HPLC-Schrittes, Anwendung eincs Kationenaustauscher-HPLC-Schrittes, Sammeln von 
Fraktionen, Einstellen der Fraktion auf einen Salzgehalt < 25 mM ftir die Durchfuhrung von Aktivitatstests durch Dialyse oder 
Reverse-Phase-HPLC, Kultivierung von Bifidobakterium Bifidum und E. coli in Gegenwart der Fraktionen und Auswahl von Fraktionen, 
die der Bedingung: BW/BO - EW/E0>0,15 (bifidogen) genugen, worin BW die Keimzahl bezeichnet, die bci 16-stundiger Inkubation 
von Bifidobakterium Bindum in 50 % Elliker Broth in Gegenwart der Peptide in einer Konzentration von 200 /ig/ml erhalten wird, BO 
die Keimzahl bezeichnet, die bei der wirkstofffreien Kontroll inkubation erhalten wird, EW die Keimzahl bezeichnet, die bei 16-stundiger 
Inkubation von E. coli in 3 g/1 Tryptic Soy Broth in Gegenwart der Peptide in einer Konzentration von 200 fig/\ erhalten wird, E0 die Keimzahl 
bezeichnet, die bei der wirkstofffreien Kon troll inkubation erhalten wird, Isolierung des in dieser Fraktion vorhandenen Peptids sowie die 
amidierten, acetylierten, sulfatierten, phosphorylierten, glycosylierten, oxydierten Derivate oder Fragmente mit bifidogenen Eigenschaften 
und Peptide, die durch Kombination der Peptide, Fragmente oder Derivate mittels chemischer Verknttpfung erhaltlich sind. 



Codes zur Ideruinzierung von PCT-Vertragsstaaten auf den Kopfbogen der Schrit'ten, die internationale Anmeldungen gemass dem 
PCT vcroffentlichen. 
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Bif idogene Peptide 



Die vcrliegende Erfindung betrifft bif idogene Peptide, Verfahren 
zu lhrer Hersteliung sowie die Verwendung der bifidogenen Pep- 
tide . 

Von Milch ist bekannt, da£ sie fordernd auf den Gesundhei t s zu- 
stand von Sauglmgen wirkt . Dies wird vielfach auf den Einflufi 
der Milch auf die Ausbildung einer sauglingstypischen Darmflora 
zuriickgef uhrt , die zu mehr als 90% aus Bifidobacterium bifidum 
besteht . 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es Peptide bereit zustel - 
len, die einen positiven EinfluS auf die Darmflora haben. 

Die erf indungsgemafie Aufgabe wird gelost durch Peptide mit den 
Merkmalen des Patentanspruchs 1. Bei den erf indungsgemaSen 
Peptiden handelt es sich urn Peptide, die erhaltlich sind durch 

Versetzen von Kuhmilch oder Humanmilch mit Proteasen und 
anschlieSender Inkubation fur zwei Stunden, 
Zentrif ugation, um Milchfett zu entfernen, 
Ansauern auf einen pH von 2,0 durch starke Sauren, 
Abtrennung der ausgef al lenen Proteine, 

Anwendung mindestens eines Reverse-Phase-HPLC-Schrittes , 
Anwendung eines Kationenaustauscher-HPLC-Schrittes , 
Sammeln von Fraktionen, 
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Einstellen der Fraktion auf einen Salzgehalt < 25 mM fur 
die Durchf uhrung von Akt ivitatstests durch Dialyse oder 
Reverse- Phase -HPLC, 

Kultivierung von Bif idobakterium Bifidum und E. coli in 
Gegenwart der Fraktionen und Auswahl von Fraktionen, die 
der Bedingung 



geniigen, worin BW die Keimzahl bezeichnet, die bei 16- 
stundiger Inkubation von Bif idobakterium bifidum in 50% 
Elliker Broth in Gegenwart der Peptide in einer Konzentra- 
tion von 200 /xg/ml erhalten wird, 

BO die Keimzahl bezeichnet, die bei der wirkstof f f reien 
Kont rol 1 inkubat ion erhalten wird, 

EW die Keimzahl bezeichnet, die bei 16-stundiger Inkubation 
von E. coli in 3 g/1 Tryptic Soy Broth in Gegenwart der 
Peptide in einer Konzentrat ion von 200 /ig/1 erhalten wird, 
E0 die Keimzahl bezeichnet, die bei der wirkstof ff reien 
Kontrollinkubation erhalten wird, 

Isolierung des in dieser Fraktion vorhandenen Peptids 
sowie die amidierten, acetylierten , sulf atierten, phospho- 
rylierten, glycosylierten, oxydierten Derivate oder Frag- 
mente mit bifidogenen Eigenschaf t en . 

Die erf indungsgemaSen Peptide wirken ant imikrobiell gegen 
Bakterien, die in der natiirlichen Saugl ingsdarmf lora nicht oder 
nur in geringen Mengen vorkommen und fordern das Wachstums von 
erwiinschten Bakterien wie Bif idobaktenen, indem sie die Bifido- 
bakterien im Wachstum starker als andere Bakterien fordern oder 
nur die nichterwunschten Bakterien selektiv hemmen . Diese 
Eigenschaf t, Bif idobakterien einen Wachstumsvorteil zu verschaf- 
fen, wird als bifidogen bezeichnet. 



BW 



EW 



2> 



0 , 15 (bifidogen) 



B0 



E0 
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Bevorzugt werden Peptide eingesetzt, die folgende Aminosaurese- 
quenz auf weisen : 

R 1 -EQLLRLKK- R 2 , R, - Y LEQ LLRLKKY - R 2 , R x -NRQRNILR-R 2 , 
R 1 - YMNGMNRQRN I LR - R 2 , R, - FQWQRNMRK- R 2 , R x - HTGLRRTA - R 2 , 
R x - FTAI QNLRK - R 2 # R , - EVAARAR WW - R 2 , R, - WQRNMRKV - R 2 , 
R 1 - LARTLKRLK - R a , R x - YKQKVEKV - R 2 , R, - LVRYTKKV- R 2 , 
R 1 - KYLYE I ARR - R 2 , R 1 - ARRARWWCAVG - R 2 , R x - ARRARWWCAVGE - R 2 , 

R 3 - C I AL - R 4 R 3 - C I AL - R 4 

R x - YQRRPAIAINNP YVPRTYYANPAVVRPHAQI PQRQYLPNSHPPTVVRRPNLHPS F - R 2 , 

R 2 ~GRRRRSVQWCTVSQPEATK( ^FQWQRNMRRVRGPPVSC IKRDSPIQCIQA-R 2 , 

R, - GRRRSVQVJCAVSQPEATK( ^FQWQRNMRKVRGPPVS(^IKRDSPIQCj !IQA-R 2 , 

R, -GRRRRSVQWCAVSQPEATKCFQWQRNMRKVRGPPVSCIKRDSPIQCIQA-R 2 # 

I 1 — 1 

R x -VYQHQKAMPKPWIQPKTKTVIPYVRYL-R 2 , R x - ARRAR WWAAVG - R 2 , 

R , - C AVGGGC I AL - R 2 , 

R L - RHTRKYW CRQGARGGC I TL - R 2 . 

worin 

R lf R 3 unabhangig voneinander NH 2 , eine Aminosaure oder ein 
Peptid mit bis 100 Aminosauren darstellen und 

R 2 , R 4 unabhangig voneinander COOH, CONH 2 , eine Aminosaure oder 
ein Peptid mit bis zu 100 Aminosauren darstellen und die ami- 
dierten, acetylierten, sulf atierten, phosphorylierten, glycosy- 
lierten, oxydierten Derivate oder Fragmente mit bifidogenen 
Eigenschaf ten . 

Bevorzugt weisen R ; , R 2 , R 3 , R 4 eine Lange von bis zu 50, mehr 
bevorzugt von bis zu 2 0 und am meisten bevorzugt eine Lange von 
bis zu 10 Aminosauren auf . 

Die erf indungsgemaSen Peptide konnen durch Aufreinigung aus 
Kuhmilch oder Humanmilch erhalten werden. Alternativ ist jedoch 
auch die Expression in gentechnisch veranderten Organismen oder 

die Herstellung durch chemische Pep t idsynt hese moglich. 
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Ein weiterer Aspekt der Erf indung sind die Nukleinsauren, die 
fur die bifidogenen Bakterien kodieren, sowie Antikorper, die 
gegen bifidogene Peptide gerichtet sind. 

Die erf indungsgemaSen Peptide und/oder Nucleinsauren konnen 
zusammen mit pharmazeut isch ublichen Hilfsstoffen in Arzneimit- 
teln enthalten sein. Dazu werden bevorzugt galenische Zuberei- 
tungen eingesetzt und Applikat ionsf ormen gewahlt, bei denen die 
Peptide undegradiert an den Wirkort gelangen. 

Vorzugsweise wurden die erf mdungsgemafien Peptide in Mengen von 
0,1 bis 100 mg/kg Korpergewicht eingesetzt. Wirksame Nuclein- 
sauremengen sind beispielsweise 0,01 mg bis 100 mg/kg Korper- 
gewicht. Bevorzugt liegt die Menge im Bereich von 1 bis 10 mg/kg 
Korpergewicht fur die Peptide und Nucleinsauren. 

Die erfindungsgemaSen Peptide konnen auch zusammen mit Nahrstof- 
fen in Nahrungsmi ttel enthalten sein. 

Daruber hinaus konnen die erf indungsgemaSen Peptide und/oder 
die gegen die Peptide gerichteten Antikorper zusammen mit 
weiteren Hilfsstoffen auch in Diagnost ikmittel enthalten sein. 

Die erf mdungsgemaSen Peptide und Nukleinsauren eignen sich zur 
Behandlung von durch mikrobielle Fehlbesiedlungen bedingte 
Erkrankungen wie Infektionen, Ent zundungen, mikrobiell induzier- 
ten Tumoren, mikrobiell bedmgten degenerat iven Erkrankungen, 
Durchf all erkrankungen, Koliken, Abweichung der Mund- , Darm- und 
Vaginalf lora, Karies. Die mikrobielle Fehlbesiedlung kann 
beispielsweise durch Bakterien, Pilze, Hefen, Protisten, Viren, 
Mycoplasmen, Filarien und/oder Plasmodien bedingt sein. 

Die erf indungsgemafeen Peptide eignen sich auch als Hilfsstoff 
in der Nahrungsmi ttel zuberei tung im Sinne von Fermentat ionshil - 
fen . 
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Es wird insbesondere bevorzugt , da£ zwei oder mehr Peptide 
gemeinsam eingesetzt werden oder Peptide eingesetzt werden, die 
zwei oder mehr der erf indungsgema£en Pept idsequenzen aufweisen. 
Das unterschiedliche Wirkungsspektrum der Einzelstoffe bzw. 
Stoffe, die Einzelsequenzen oder erfindungsgemaSe Peptide 
aufweisen, erlaubt es, beim Vorliegen von Resistenzen von 
Mikroorganismen durch eine geeignete Kombinat ion von Sequenzen 
oder durch eine Kombination der Einzelsubstanzen eine optitnale 
Hemmung der unerwunschten Mikroorganismen zu erzielen. 

Die fclgenden Beispiele sollen die Erfindung weiter erlautern: 

Beispiel 1 

Behandlung von Milch 

Humane Milch wurde mit Pepsin (20 mg/g Protein) versetzt, 
nachdem sie mit HC1 auf einen pH von 3,5 eingestellt wurde. Die 
enzymatische Reaktion wurde fur zwei Stunden bei 37 °C inkubiert 
und durch Kochen fur fiinf Minuten gestoppt . Anschliefiend wurde 
zentrif ugiert (20 min, 60.000 g bei 4°C) und das Milchfett 
abgeschopft. Die verbliebene Losung wurde mit 0,1 % TFA versetzt 
und erneut zentrif ugiert , urn ausgefallene hochmolekulare Pro- 
teine abzutrennen . 

HPLC Reinigung eines bifidogenen Peptides aus Milch 

Fur die Reinigung von bifidogenen Peptiden aus Milch mussen 
verschiedene HPLC Trennverf ahren miteinander kombiniert werden, 
um eine moglichst reine Darstellung iiber eine optimale Trenn- 
leistung zu erzielen und inaktive, unerwunschte Bestandteile 
abzutrennen. Die jeweiligen Proben, die nach jedem Trennungs- 
schritt enstehen, mussen in zwei Testsystemen getestet werden, 
d.h. ein Wachs tumstest mit Bif idobakterien in Kombination mit 
einem Wachs tumstest mit E. coli als Target (siehe Beispiele 3 
und 4) . Notwendig fur die Reinigung ist die Kombination von 
mindestens einem Re verse - Phase Chroma r no rrin'm o or* v~>v--i 1- fhpvnr-7un^ 
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von zwei Reverse-Phase Chromatographischritten) und der Einsatz 
einer Kationenaustausch-HPLC-Trennung. In den Biotest muS die 
jeweilige Probe salzarm eingesetzt werden, um ein moglichst 
optimales Screeningergebnis zu erhalten. 

Der erste Trennschritt wurde mit Hilfe einer Parcosil-C18 Saule 
(1 x 12,5 cm, 100 A, Biotek, Heidelberg, Deutschland) durchge- 
f uhrt . 

Puffer A: 0,1% TFA 

Puffer B: Acetonitril mit 0,1% TFA 
Gradient: 0 bis 60% B in 45 Minuten 

Flu£: 2 ml / min 

Detektion 280 nm (siehe Figur 1) 

Rechromatograf ie von Fraktion 23 mit der gleichen Saule und 
einem flacheren Gradient (siehe Bild) : 

Puffer A: 0,1% TFA 

Puffer B : Acetonitril mit 0,1% TFA 

Gradient: 0 bis 20% B in 5 Minuten 



Detektion: 214 nm (siehe Figur 2) 

Rechromatograf ie von Fraktion 16 aus dem vorangegangenem Trenn- 
schritt mit der gleichen Saule, aber anderem Elut ionsmittel , 
um die Selektivitat bei der Trennung zu verandern. 

Puffer A: 0,1% TFA 

Puffer B: 0,1% TFA in Methanol 

Gradient: 0 bis 40% B in 5 Minuten 



20 bis 50% B in 45 Minuten 



4 0 bis 



70% B in 45 Minuten 



Detektion: 214 nm (siehe Figur 3) 
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Rechromatograf ie der aktiven Fraktion 21 mit einer Kat ionenaus- 
tausch HPLC: 

Saule : Parcosil Pepkat , 4 x 50 mm, 300 A , 5 ym, Biotek, Heidel- 
berg 

Puffer A: 10 mM Phosphatpuf f er pH 4,5 
Puffer B: Puffer A mit 1 M NaCl 
Flu£: 0,75 ml/min 

Gradient: 0 bis 15% B in 5 Minuten 

15 bis 50% B in 35 Minuten 

Detektion: 214 nm (siehe Figur 4) 

Die erhaitenen Fraktionen wurden jede einzeln in einem kurzen 
Reverse Phase HPLC Lauf encsalzt, bevor sie zum Test auf anti- 
mikrobielle und bif idogene Aktivitat zugef uhrt wurde. 

Durch Massenspektrometrie und Aminosauresequenzierung wurden 
die folgenden Peptide identif iziert : 

Fraktion 9 enthielt die reine, bifidogene Komponente 
YQRRPAIAiNNPYVPRTYYANPAWRPKAQIPQRQYLPNSHPPTWRRPNLHPSF 

(caseinK-63 - 117 ) 

Fraktion 10 enthalt die bifidogene Komponente 
GRRRRSVQWCAVSQPEATKCFQWQRNMRKVRGPPVSCIKRDSP1CCIQA 
(neutrophil -lactoferrin-20-67) 

und Fraktion 11 enthalt die bifidogene Komponente mit einer 
Adduktmasse von +16 was darauf hindeutet, dafi es sich urn ein 
Oxidat lonsprodukt handelt (vermutlich ist ein Methionin oxi- 
diert) . 
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Beide Peptide und das Oxi dat ionsprodukt haben eine bifidogene 
Akt ivitat . 

Beispiel 2 

Nachweis der wachstumsregulierenden Aktivitat auf E. coli 

Fraktionen aus der HPLC wurden mit E. coli K12 eingesetzt . Der 
Test wird in 3 g/1 Tryptic Soy broth (Sigma) f olgendermaSen 
durchgefiihrt : 

Fur jeden Assay wurden Kulturen von E. coli K12 frisch in 
Tryptic Soy broth (Firma Sigma, Deisenhofen, Deutschland, 
Bestellnummer T8907) angeimpft (Difco Manual, 10 th Ed., S. 
1027) . Die Inkubation dieser Bakterien erfolgte immer unter 
aeroben Bedingungen bei 37°C fur 16 Stunden. Zu testende Peptide 
wurden zu einer Testlosung, bestehend aus 200 fil 3 g/1 Tryptic 
Soy broth, in 9 6 -Loch Zellkulturplatten gegeben und mit einem 
Inokulum von 20 /il einer verdiinnten Bakter iensuspens ion ange- 
impft. Die photometrische Absorption des Inokulums betrug 0,05, 
gemessen bei 500 nm. Das Wachstum der Bakterien unter dem Ein- 
flufi der Peptide wurde nach 16 Stunden ebenfalls photomet risch 
im ELISA-Reader bestimmt und manuell mikroskopi sch bestimmt . 

Beispiel 3 

Nachweis der wachs tumsregul i erenden Aktivitat auf Bifidobac- 
terium bifidum 

Fur jeden Assay wurden Kulturen von Bifidobacterium bifidum ATCC 
29521 frisch in Elliker broth (Difco, Detroit, USA) (Tryptone 
20 g, Yeast Extract (Hef eext rakt ) 5 g, Gelatin (Gelatine) 2,5 g, 
Dextrose 5 g, Lactose (Laktose) 5 g, Saccharose 5 g, Sodium 
Chloride (NaCl) 4 g, Sodium- Acetate (Natr lumacetat ) 1,5 g, 
Ascorbic Acid ( Ascorbinsaure ) 0,5 g) angeimpft. Die Inkubation 
dieser Bakterien erfolgte immer unter anaeroben Bedingung bei 



f i" y- 1 C hi n lO Q »- i - r-, H - 1 
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Testlosung bestehend aus 200 /il 50% Elliker broth in 96-Loch 
Zellkulturplatten gegeben und mit einem Inokulum von 20 /il einer 
verdunnten Bakteriensuspension angeimpf t . Die photometrische 
Absorption des Inokulums betrug 0,05 gemessen bei 550 nm. Das 
Wachstum der Bakterien unter dem EinfluS der Peptide wurde nach 
16 Stunden ebenfalls photometrisch im ELISAReader bestimmt und 
manuell mikroskopisch bestimmt. Als Posit ivkontrolle diente N- 
acetylglucosamin . Fur diesen Test konnen nur Bif idus -Kul turen 
eingesetzt werden, die auf N-Acetylglucosamin reagieren. Nach 
einigen Passagen verlieren Bif idobakterien diese Eigenschaf t , 
diese konnen dann fur diesen Wachstumstest nicht mehr eingesetzt 
werden . 

Beispiei 4 

Als bif idogen wurden die Fraktionen identif iziert , bei denen 
der Wert 



BW 



EW 



0,15 (bif idogen) 



B0 



E0 



ist . 



WO 99/14231 




PCT/EP98/05899 



Patentanspriiche 



1. Peptide erhaltlich durch 

Versetzen von Kuhmilch oder Humanmilch mit Proteasen 
und anschliefiender Inkubation fur zwei Stunden, 
Zentrif ugat ion , um Milchfett zu entfernen, 
Ansauern auf einen pH von 2,0 durch starke Sauren, 
Abtrennung der ausgef al lenen Proteine, 
Anwendung mindestens eines Reverse-Phase-HPLC-Schrit- 
tes , 

Anwendung eines Kationenaustauscher-HPLC-Schrittes, 
Sammeln von Fraktionen, 

Einstellen der Fraktion auf einen Salzgehalt < 25 mM 
fur die Durchfuhrung von Akt ivi tatstests durch Dialy- 
se oder Reverse - Phase -HPLC , 

Kultivierung von Bif idobakterium Bifidum und E. coli 
in Gegenwart der Fraktionen und Auswahl von Fraktio- 
nen, die der Bedingung 

BW EW 

;> 0,15 (bifidogen) 

BO EO 

genugen, worin BW die Keimzahl bezeichnet, die bei 
16-stundiger Inkubation von Bi f idobakterium Bifidum 
in 50% Elliker Broth in Gegenwart der Peptide in 
einer Konzentrat ion von 200 /ig/ml erhalten wird, 
B0 die Keimzahl bezeichnet , die bei der wirkstoff- 
freien Kontrollinkubat ion erhalten wird. 
EW die Keimzahl bezeichnet, die bei 16-stundiger In- 
kubation von E. coli in 3 g/1 Tryptic Soy Broth in 
Gegenwart der Peptide in einer Konzentrat ion von 
200 fig/1 erhalten wird, 
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EO die Keimzahl bezeichnet , die bei der wirkstoff- 

freien Kontrol 1 inkubat ion erhalten wird, 

Isolierung des in dieser Frakticn vorhandenen Peptids 

sowie die amidierten, acetylierten, sulf atierten, phospho- 
rylierten, glycosyl ierten , oxydierten Derivate oder Frag- 
mente mit bifidogenen Eigenschaf ten und Peptide, die durch 
Kombination der Peptide, Fragmente oder Derivate mittels 
chemischer Verknupfung erhaltlich sind. 

2. Feptide gema3 Anspruch 1 mit der Aminosauresequenz 
R , - EQLLRLKK - R 2 , YLEQLLRLKKY - R 2 , R ± - NRQRNI LR - R 2 , 

R,-YVJ:;GMNRQRNILR-R 2 , R.-FQWQRNMRK-R^ , R,-HTGLRRTA-R 2 , 
? : -FTAIQNLRK-R 2 , R, - EVAARARWW - R 2 , R x - WQRNMRKV- R 2 , 
F : - LiARTLKRLK - R 2 , R, - YKQKVEKV- R 2 , R, - LVRYTKKV- R 2 , 
F. . - KYLYE I ARR - R 2 , R, - ARRARWWCAVG - R 2 , R : - ARRAR WW C AVGE - R 2 , 

R 3 -CIAL-R 4 R 3 -CIAL-R 4 

F 1 -YQRRPAIAINNPYVPRTYYANPAWRPHAQIPQRQYLPNSHPPTWRRPNLHPSF-R 2/ 

R 1 ~GRRRRSVQWCTVSQPEATKCFQWQRNMRRVRGPPVSCIKRDSPIQCIQA-R 2/ 

R x - GRRRS VQWCAVSQPEATKCFQWQRNMRKVRGPPVSC I KRDSP I QC I QA- R 2 , 

Fl x - GRRRRS VQWCAVS QPEATKCFQWQRNMRKVRGPP VS C I KRD S P I QC I QA - R 2 , 

R 1 -V"i r QHQKAMPKPWIQPKTKVIPYVRYL-R 2 , R x -ARRAR WW AAVG-R 2 , 

r. x - CAVGGGC I AL - R 2 , 

F n - RHTRKYW CRQGARGGC I TL - R 2 . 

wo rin 

R lf R 3 unabhangig voneinander NH 2 , eine Ammosaure oder ein 
Peptid mit bis 100 Aminosauren darstellen und 
R 2/ R 4 unabhangig voneinander COOH, CONH 2 , erne Ammosaure 
oder em Peptid mit bis zu 100 Aminosauren darstellen und 
die amidierten, acetylierten, sulf atierten, phosphorylier- 
ten, glycosyl ierten, oxydierten Derivate oder Fragmente 
mit bifidogenen Eigenschaf ten. 
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3. Verfahren zur Herstellung der Peptide gemaS Anspruch 1 
und/oder 2 durch Aufreimgung aus Kuhmilch oder Humanmilch, 
Expression in gentechnisch veranderten Organismen oder 
chemische Synthese . 

4. Nukleinsauren kodierend fur Peptide gemaS Anspruch 1 und/ 
oder 2 . 

5. Antikorper gerichtet gegen Peptide gemaE Anspruch 1 und/ 
oder 2 . 

6 . Arzneimittel enthaltend mindestens eines der Peptide gemaS 
Anspurch 1 und/oder 2 und/oder mindestens eine Nukleinsaure 
gemaS Anspruch 3 zusammen mit pharmazeut isch iiblichen 
Hilf sstof f en. 

7. Nahrungsmittel enthaltend Peptide gemaS Anspruch 1 und/ 
oder 2 zusammen mit Nahrstoffen. 

8 . Diagnostikmittel enthaltend Peptide gemaS Anspruch 1 und/ 
oder 2 und/oder Antikorper gemaS Anspruch 5 zusammen mit 
wei teren Hilfsstoffen. 

9. Verwendung der Peptide gemaS Anspruch 1 und/oder 2 und/oder 
der Nucleinsauren gemaS Anspruch 3 zur Behandlung von durch 
mikrobielle Fehlbesiedlungen bedingten Erkrankungen bei- 
spielsweise durch Bakterien, Pilze, Hefen, Protisten, 
Viren, Mycoplasmen, Filarien, Plasmodien, wie Infektionen 
Entzundungen, mikrobiell induzierten Tumoren, mikrobiell 
bedingten degenerat i ven Erkrankungen, Durchf allerkrankun- 
gen, Koliken, Abweichung der Mund-, Darm- und Vaginalf lora, 
Karies . 

10. Verwendung der Peptide gemafe Anspruch 1 und/oder 2 zur 
Herstellung eines Nahrungsmittels . 
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SEQUENZPROTOKOLL 



(i) ALLGEMEINE AN GAB EN : 



( l } ANMELDER : 

(A) NAME: Wolf -Georg Forssmann 

(3) STRASSE : F eodor - Lynen- St rasse 31 

(C) ORT : Hannover 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL : 3 0 625 

(ii) BEZE I CHNUNG DER ERFINDUNG : Bifidogene Peptide 
(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN : 24 



(iv) COMPUTER - LESBARE FAS SUNG : 

(A) DATE NT RAGE R : Floppy disk 

(B) COMPUTER : IBM PC compatible 

(C; BETR I SBS SYSTEM : PC - DOS /MS -DOS 

{D; SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30 ( EPA} 



(2) AN GAB EN ZU SEQ ID NO: 1: 

( i ) SEQUENZKENNZE! CHEN : 

(A« LANGE: 8 Aminos auren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekarmt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

ART DES MOLEKULS: PepLid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 

Glu Gin Leu Leu Arg Leu Lys Lys 
1 5 

(2) AN GAB EN ZU SEQ ID NO: 2: 

( l ) SEQUENZKENNZE ICHEN : 

(A) LANGE : 11 Aminos auren 

(B) ART: Aminosaure 

(CI STRANGFORM: nicht bekannt 
(Di TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

Tyr Leu Glu Gin Leu Leu Arg Leu Lys Lys Tyr 
1 5 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 

( i ) SEQUENZKENNZE ICHEN : 

(A) LANGE: 8 Ammosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht: bekannt 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 



Asn Arg Gin Arg Asn He Leu Arg 
1 5 



(2) AN GAB EN ZU SEQ ID NO: 4: 

( l ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 13 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 4: 

Tyr Met Asn Gly Met Asn Arg Gin Arg Asn He Leu Arg 

1 5 ~ 10 

(2) AN GAB EN ZU SEQ ID NO: 5: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 9 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 5: 

Phe Gin Trp Gin Arg Asn Met Arg Lys 
1 5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 6: 

( i : SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 8 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 

His Thr Gly Leu Arg Arg Thr Ala 
1 5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 7: 

{ i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 9 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 



(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7: 
Phe Thr Ala lie Gin Asn Leu Arg Lys 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 8: 

(i ) SEOUENZKENNZEICHEN: 

(A' LANGE : 10 Aminosauren 

( h ART : Aminosaure 

(Ci STRANGFORM: nicht bekannt 



(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(XI } SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8: 
GIu Vai Ala Ala Arg Ala Arg Val Val Trp 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 9: 

( i ; S E Q'JEN Z KENN Z E I CHEN : 

1 A s LANGE : 8 Aminosauren 

;B; ART: Aminosaure 

(CI STRANGFORM: nicht bekannt 

( D ) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9: 

Trp Gin Arg Asn Met Arg Lys Val 

1 *" 5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 10: 

( i ) SEOUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 9 Aminosauren 
( 5 ) ART : Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10: 

Leu Ala Arg Thr Leu Lys Arg Leu Lys 

1 ' 5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 11: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 8 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 



i 



TOPOLOGIE: nicht bekannt 



1 



5 



10 



(n) ART DES MOLEKULS: Peptid 



WO 99/14231 




PCT/EP98/05899 



(xi) SEQUENZBESCHRE I 3 UNO : SEQ ID NO: 11: 



Tyr Lys Gin Lys Val Glu Lys Val 
1 5 



(2) AN GAB EN ZU SEQ ID NO: 12: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 8 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHRE IBUNG : SEQ ID NO: 12: 

Leu Val Arg Tyr Thr Lys Lys Val 
1 5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 13: 

(i) SEQUENZKENNZE I CHEN : 

(A) LANGE: 9 Aminosauren 

( B ) ART : Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 13: 

Lys Tyr Leu Tyr Glu lie Ala Arg Arg 
1 5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 14: 

( i ; SEQUENZKENNZE I CHEN : 

(A) LANGE: 12 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM : nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 14: 

Ala Arg Arg Ala Arg Val Val Trp Cys Ala Val Gly 
1 5 ' 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 15: 

( i ) SEQUENZKENNZE I CHEN : 

(A) LANGE: 4 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(lil ART DES MOLEKULS: Pent id 
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{xi ) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 15: 

Cys lie Ala Leu 
1 

(2) anga3en zu geq id no: 16: 
( i ) sequenzkennzeichen : 

(A- L7vNGE : 13 Aminosauren 

(E ART: Aminosaure 

(Ci STRAJSTGFORM : nicht bekannt 

(D> TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 16: 

Ala Arg Arg Ala Arg Val Val Trp Cys Ala Val Glv Glu 
1 5 10 

(2) ANGA3EN ZU SEQ ID NO: 17: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

I A ' LANGE: 5 5 Aminosauren 
( - ■ ART : Aminosaure 
(C 1 STRANGFORM: nicht bekannt 
(I- TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi} SE 1'UENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 17: 

Tyr Gin Arg Arg Pro Ala He Ala He Asn Asn Pro Tyr Val Pro Arg 

1 5 10 15 

Thr Tyr Tyr Ala Asn Pro Ala Val Val Arg Pro His Ala Gin He Pro 
20 25 30 

Gin Arg Gin Tyr Leu Pro Asn Ser His Pro Pro Thr Val Val Arg Ara 
3 5 4 0 4 5 

Pro Asn Leu His Pro Ser Phe 
50 55 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 18: 

( i ) SSQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 4 9 Aminosauren 
(5) ART: Aminosaure 
(Zj STRANGFORM: nicht bekannt 
(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 18: 

Gly Arg Arg Arg Arg Ser Val Gin Trp Cys Thr Val Ser Gin Pro Glu 
1 5 10 15 



Ala ihr Lvs O/s Phe Gin Trp Gin Arq Asn Met Ara Arq Val Arg Gl 



Y 



# 
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Pro Pro Val Ser Cys lie Lys Arg Asp Ser Pro' lie Gin Cys lie Gin 
3 5 4C 4 5 

Ala 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 19: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 48 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 19: 

Gly Arg Arg Arg Ser Val Gin Trp Cys Ala Val Ser Gin Pro Glu Ala 
15 10 15 

Thr Lys Cys Phe Gin Trp Gin Arg Asn Met Arg Lys Val Arg Gly Pro 
2 0 2 5 3 0 

Pro Val Ser Cys lie Lys Arg Asp Ser Pro He Gin Cys He Gin Ala 
35 40 45 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 20: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 4 9 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 20: 

Gly Arg Arg Arg Arg Ser Val Gin Trp Cys Ala Val Ser Gin Pro Glu 
15 10 15 

Ala Thr Lys Cys Phe Gin Trp Gin Arg Asn Met Arg Lys Val Arg Gly 
20 25 ' 30 

Pro Pro Val Ser Cys He Lys Arg Asp Ser Pro He Gin Cys He Gin 
35 40 45 

Ala 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 21: 

( l ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 26 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 21:" 

Val Tyr Gin His Gin Lys Ala Met Pro Lys Pro Trp lie Gin Pro Lys 
1 5 10 15 

Thr Lvs Val lie Pro Tyr Val Arg Tyr Leu 
20 25 

(2) AN GAB EM ZU SEQ ID NO: 22: 

( i ■ S E QUENZ KENNZ E I CHEN : 

(A) LANGE : 12 Aminosauren 

( B ) ART: Aminosaure 

(C) ST RANG FORM : nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xiy SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 22: 

Ala Arq Arg Ala Arg Val Val Trp Ala Ala Val Gly 

5 10 

(2) AN GAB EN ZU SEQ ID NO: 23: 

U ■ SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 10 Aminosauren 
(3) ART: Aminosaure 
(C) STRANGFORM: nicht bekannt 
(DJ TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 23: 

Cys Ala Val Gly Gly Gly Cys lie Ala Leu 
1 ^5 10 

{2} AN GAB EN ZU SE2 ID NO: 24: 

(i ; SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 19 Aminosauren 
(3) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 24: 

Arg His Thr Arg Lys Tyr Trp Cys Arg Gin Gly Ala Arg Gly Gly Cys 

1 5 10 15 

lie Thr Leu 



